This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problems Mailbox. 



DialogWeb Output 



Page 1 of 3 




DialogWeb 



Guided Search 



O 



f new search | favorites j settings | cost | logoff | help 



$ Dynamic Search: Derwent World Patents Index 
d Records for: cte 4013004 



save as alert... ■] save strategy only.. 



Output 



Modify * 
select 



Format: 



. | Full Record" 



I 



Output as 



| Browser 



display /send 



refine search H back to picklist 



Records 1 of 1 In full Format 



□ L 8/19/1 



008822323 **Image available** 

WPI Acc No: 1991-326336/ 199145 

XRAM ACC No: C91-140984 

XRPX ACC No: N91-249915 
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Priority Applications (No Type Date) : DE 4013004 A 19900424 
Patent Details: 

Patent No Kind Lan Pg Main IPC Filing Notes 

DE^AD^OS^— 02 21 GOlN-033/535 

Abstract~~(Basic) : DE 4013004 A 

In the quantitative ELISA determn. of low mol. wt. organic 
substances (I) , the new feature is that an enzyme-coupled antibody 
(Abl) is used as the reaction partner. 

Abl is coupled to alkaline phosphatase using glutardialdehyde as 
coupling agent. It is directed against ochratoxin A, aflatoxins Ml or 
Bl; chloramphenicol; zearalenone; triazines; deoxynivalenol; dinitro 
aromatic cpds . ; ergot alkaloids; nitrosamines , penicillins; patulin; 
phenylureas, or chlorinated anilines or phenols. 

USE/ADVANTAGE - This method provides significantly better 
detection limits (up to 100 times lower) than the conventional process 
which uses labelled hapten. It is also quicker and less expensive, 
since derivatisation steps are avoided. The method is esp. used to 
monitor mycotoxins, antibodies and pesticides in food, water, etc.. 
Transportable, storage -stable assay kits can be prepd. . (21pp 
Dwg.No.1/11) 

Abstract (Equivalent) : DE 4013004 C 

Determination of specific organic substances of low molecular mass 
by an ELISA process comprises incubating a test sample with a corresp. 
antibody- enzyme conjugate and an immobilised antibody on an inert solid 
carrier, so that the two antibody components have equal binding 
constants for the analyte; then measuring the enzyme activity of the 
solid or soln. phase; and comparing results with those obtd. using 
standard solns . of the analyte. The enzyme marker of the conjugate is 
pref . alkaline phosphatase, linked to the antibody by coupling with 
glutardialdehyde . 

USE - Used for a wide range of organic analytes, e.g. toxins, 
chloramphenicol, zearalenone, penicillins, alkaloids, nitrosamines , 
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chlorinated phenols, triazines, etc. 
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Title Terms: DETERMINE; LOW; MOLECULAR; WEIGHT; PEST; ANTIBIOTIC; TOXIN; 

ENZYME; LABEL; ANTIBODY; REACT; LOWER; DETECT; LIMIT 
Derwent Class: B04; C03; D15; D16; J04; S03 
International Patent Class (Main) : G01N-033/535 

International Patent Class (Additional): C12Q-001/42; G01N-033/15; 

G01N-033/53 
File Segment: CPI; EPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : B02-C; B02-P; B04-A03; B04-B02B; B04-B02C3; 

B04-B04C; B06-A02; B06-A03; B07-D13; B10-A13D; B10-A18; B10-B04A; B10-D01 
; B10-E02; B10-G03; B11-C07A4; B12-K04E; C02-C; C02-P; C04-A03; C04-B02B; 
C04-B02C3; C04-B04C; C06-A02; C06-A03; C07-D13; C10-A13D; C10-A18; 
C10-B04A; C10-D01; C10-E02; C10-G03; C11-C07A4; C12-K04E; D03-K03; 
D03-K04; D04-A01H; D05-A01A4; D05-A01B3; D05-H09; J04-B01B 
Manual Codes (EPI/S-X) : S03-E14A; S03-E14H4 
Chemical Fragment Codes (Ml) : 

*01* M781 M903 P831 V600 V611 V802 V813 
Chemical Fragment Codes (M2) : 

*02* G013 G100 H3 H341 H4 H402 H482 H6 H602 H608 H684 H8 JO J011 J3 J371 

M280 M311 M313 M321 M332 M343 M344 M349 M362 M373 M391 M414 M510 

M520 M531 M540 M750 M903 M904 M910 N102 Q233 Q435 R00112-A 
*03* D013 D016 D019 E670 G010 G100 JO J012 Jl Jill J3 J321 J5 J521 L9 

L941 M210 M211 M240 M282 M311 M321 M342 M372 M391 M412 M511 M520 

M531 M540 M750 M903 M904 M910 N102 Q233 Q435 VO V161 R00222-A 
*04* D011 D021 D029 D030 D240 H401 H421 H541 H8 J5 J521 J561 L9 L942 M210 

M211 M272 M280 M281 M320 M412 M511 M520 M530 M540 M750 M903 M904 

N102 Q233 Q435 R08213-A R08215-A 13525 
*05* D014 D023 D130 H4 H402 H442 H8 J5 J522 L9 L942 M210 M211 M240 M281 

M320 M412 M511 M520 M530 M540 M750 M903 M904 N102 Q233 Q435 R14831-A 

13525 40640 

*06* D013 D024 D130 G010 G100 H4 H401 H441 H6 H602 H641 H8 JO J012 Jl 

J171 J3 J331 J5 J521 L9 L942 M210 M211 M240 M281 M312 M321 M332 M343 
M349 M371 M391 M412 M511 M520 M531 M540 M750 M903 M904 N102 Q233 
Q435 R08232-A 13525 40640 01732 

*07* D011 D012 D160 H4 H401 H421 H8 J5 J521 L9 L942 M280 M320 M412 M511 
M520 M530 M540 M750 M903 M904 N102 Q233 Q435 R08233-A 13525 40640 
01732 01315 

*08* D011 D021 D024 D030 D041 D220 F012 F022 F100 H4 H402 H462 H481 H8 
M210 M211 M240 M282 M311 M321 M342 M373 M391 M412 M511 M521 M530 
M540 M750 M903 M904 N102 Q233 Q435 R11861-A 13525 40640 01732 01315 
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00012 40466 40467 
Chemical Fragment Codes (M6) : 

*10* M903 P831 Q233 Q435 R160 R515 R520 R521 R614 R621 R624 R633 R636 

R639 13525 40640 01732 01315 00012 40466 40467 
Ring Index Numbers: ; 13525; 40640; 01732; 01315; 00012; 40466; 40467 
Derwent Registry Numbers: 0112 -U; 0222 -U 

Specific Compound Numbers: R00112-A; R00222-A; R08213-A; R08215-A; R14831-A 
; R08232-A; R08233-A; R11861-A 
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Prufungsantrag gem. 5 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren zur quantitativen enzymimmunologischen Bestimmung von niedermolekularen organischen 
Substanzen mittels ELISA-Methode unter Verwendung eines enzymgekoppelten Antikorpers 

(g) Es wird ein Verfahren zur quantitativen enzymimmunologi- 
schen von niedermolekularen organischen Substanzen mit- 
tels der ELISA-Techntk zur Verfugung gestellt, bei dem als 
Reaktionspartner ein enzymgekoppelter Antikorper verwen- 
det wird. 

Das erfindungsgema&e Verfahren btetet durch den Einsatz 
eines Antikorper -Enzym-Konjugats anstelle des bisher ver- 
wendeten Hapten- Enzym-Konjugats die Moglichkeit, nieder- 
molekulare organische Verbindungen - sofern gegen sie 
uberhaupt Antikorper hergestellt werden konnen - mit 
deutlich verbesserten Nachweisgrenzen zu erfassen. 
Die Herstellung eines ELI SA -Test- kits auf dieser Basis wird 
durch das erfindungsgema&e Verfahren nicht nur beschleu- 
M nigt. sondern auch preisgunstiger, da aufwendige Derivati- 
sierungen entfallen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bet riff t ein neues Verfahren zur quanti- 
tativen Bestimmung von niedermolekularen organi- 
schen Substanzen mit der Technik des Enzyme-linked- 
immuno-sorbent-assay (ELISA: Festphasenimmuntest). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt die Bestim- 
mung niedermolekularer Substanzen mit Nachweis- 
grenzen, die bis zu zwei Zehnerpotenzen unter denen 
liegen, die mit herkdmmlichen Verfahren erreicht wer- 
dea 

Mit dem erfindungsgem&Ben Verfahren konnen prak- 
tisch alle niedermolekularen organischen Substanzen, 
fur die Antikdrper verfugbar sind, bestimmt werden. 

Insbesondere eignet es sich zur Bestimmung von My* 
kotoxinen, Antibiotika und Pestiziden, bevorzugt von 
Ochra toxin A, Aflatoxin Ml, Aflatoxin Bl, Deoxynivale- 
nol, Ergot-alkaloiden, Zearalenon, Patulin, Chloramphe- 
nicol, f}-Lactamen (Penicillinen), Triazinen, Dinitroaro- 
maten. Phenylharnstoffen, chlorierten Anilinen, chlo- 
rierten Phenolen und Nitrosaminen. 

Das Prinzip des Enzymimmunoassays beruht auf ei- 
ner spezifischen Antigen-Antikdrper- Reaktion. 

Unter Antigenen versteht man dabei kdrperfremde 
Substanzen, die, gelangen sie in einen Organismus, eine 
Immunreaktion auslosen. Diese besteht im Wesentli- 
chen in der Produktion von EiweiBstoffen, die ganz spe- 
zifisch das entsprechende Antigen binden. Diese Ei- 
weiBstoffe bezeichnet man als Antikdrper. 

Handelt es sich bei dem Antigen urn eine niedermole- 
kulare organische Substanz, so spricht man von Hapte- 
nen. 

Da Haptene jedoch selbst nicht immunogen sind, muB 
man sie zur Herstellung der Antikorper an Tr&gerpro- 
teine binden. 

Dabei muB die Kopplungsstelle so gewahlt werdea 
daB die fur die jeweilige Substanz charakteristische 
Struktur mdglichst unver&ndert erhalten bleibt 

Mit so hergestellten Antikdrpern werden sog. kompe- 
titive ELISAs entwickelt Darunter versteht man Test- 
systeme, bei denen der Antikdrper an Tragermaterial, 
z. B. Mikrotiterplatten gebunden wird. In der anschlie- 
Benden Reaktion konkurrieren freie Haptene (in Stan- 
dard oder Probe) mit gekoppelten Haptenen (z. B. an 
alkalische Phosphatase, Peroxidase) urn einen Unter- 
schuB an Antikorper. 

Die in dieser Reaktion gebundene Menge an gekop- 
pelten Haptenen wird durch die Enzymaktivitat gemes- 
sen. 

Bei Enzymimmuntests gegen Haptene muB in jedem 
Fall der Antikorper an das Tragermaterial gebunden 
werden. 

Bei den bisherigen Verfahren wird zum Nachweis des 
Haptens die Verbindung selbst an das Enzym (z. B. alka- 
lische Phosphatase, Peroxidase, 0-Galactosidase) che- 
misch gebunden. Das Enzym darf bei dieser Kopplung 
seine Aktivitat nicht verlieren. 

In der Regel steht fur diese Kopplung aufgrund der 
geringen GroBe des Haptens nur eine Bindungsstelle im 
Molekul zur Verfugung. Somit erfolgt die Kopplung an 
das Enzym uber die selbe Struktureinheit im Hapten 
wie bei der Kopplung des Haptens an das Tra\gerprotein 
fur die Immunisierung. 

Bei der Durchfuhrung des Tests werden die mit Anti- 
kdrpern beschichteten ReaktionsgefaBe (Kuvetten, Ka- 
vitaten der Mikrotiterplatte) zunachst mit Probe und 
dann mit einer bestimmten Menge an Hapten-Enzym- 
Konjugat gefullt 



In der darauf folgenden Reaktionzeit konkurrieren 
die Haptene in der Probe (also die zu bestimmenden 
Substanzen) mit den enzymgebundenen Haptenen urn 
einen UnterschuB an Antikdrpern. 

s Antikdrper und Hapten- Enzym-Konjugat befinden 
sich dabei immer in gleichbleibend konstantem Konzen- 
trationsverh&ltnis. Variabel ist jeweils nur die Konzen- 
tration des Haptens in der Probe. 

Anhand von definierten Standards ULBt sich der Ge- 

to halt in der Probe quantitativ bestimmen. 

Die Herstellung eines spezifischen Antikdrpers gegen 
Aflatoxin Ml, mit dem ein heterologer Immunoassay 
zum Nachweis von Aflatoxin Ml in Milch und Milchpul- 
ver entwickelt wurde, ist aus "Archiv fur Lebensmit- 

15 telhygiene" 36, 49 — 76, 1985 bekannt Als enzymmar- 
kiertes Toxin diente dabei ein Aflatoxin Bl-Meerret- 
tich peroxidase- Konjugat 

In "Archiv fur Lebensmittelhygiene" 38, 1 -32, 1987 
ist ein enzymimmunologischer Nachweis von Chlo- 

20 ramphenicol in Milch beschrieben. Bei der Entwicklung 
dieses heterologen Enzymimmunoassays zum Nachweis 
von Chloramphenicol wurde peroxidasemarkiertes 
Chloramphenicol als Enzymkonjugat verwendet Die 
Nachweisgrenze dieses Verfahrens lag unter 500 ng/kg. 

25 Aus "Journal of Food Protection* Bd. 49, Nr. 10, S. 
792-795, Okt 1986 ist ein ELISA zum Nachweis von 
Aflatoxin Bl, in dem als Enzymkonjugat Aflatoxin 
Bl -Peroxidase verwendet wird, bekannt 

lm Zuge der fortschreitenden Analytik auf alien Ge- 

30 bieten werden immer niedrigere Nachweisgrenzen fiir 
die analytischen Methoden gefordert 

Um den ndtigen Sicherheitsspielraum fur toxische 
Substanzen zu gewdhrleisten, werden Grenzwerte be- 
wuBt niedrig angesetzt. So liegen z. B. laut Trinkw asser- 
ts verordnung vom 1.10.1989 die Grenzwerte fur Pestizide 
bei 100 ng/L Der Grenzwert fur Aflatoxine in Milch bei 
Babynahrung soil laut Bundesgesundheitsamt sogar bei 
lOpg/ml liegen. 
Bei den nach dem Stand der Technik bekannten Ver- 

40 fahren werden jedoch meist nur Nachweisgrenzen er- 
reicht, die im Bereich des gesetzlichen Grenzwerts oder 
sogar darOber liegen. 

Die Entscheidung, ob ein Nahrungsmittel noch den 
Vorschriften entspricht, ist mitunter schwer zu treffen. 

45 Die oft nicht ausreichende Empfindlichkeit der Tests 
hat ihren Grund in der Kompetition mit enzymgekop- 
peltem Hapten: Wird ein Tier mit einem Hapten-Prote- 
in-Konjugat immunisiert, so bildet der Organismus die 
Antikorper nicht gegen das ganze Molekul, sondern nur 

so gegen Teilstrukturea z. B. funktionelle Gruppen. 

Man erh&lt also eine Vielzahl von Antikdrpern, die 
gegen unterschiedliche Bereiche des Konjugats gerich* 
tet sind. Darunter befinden sich Antikdrper, die gegen 
die gewunschten Strukturen des Haptens gerichtet sind, 

55 Antikorper, die gegen Teilsequenzen des Tragerpro- 
teins gerichtet sind und Antikdrper, die gegen die Ver- 
bindungsstelle zwischen Hapten und Trigerprotein ge- 
richtet sind. 

Alle diese Antikdrper werden (bei der Verwendung 
60 polyklonaler Seren) an die Mikrotiterplatten oder Ku- 
vetten fixiert und kdnnen somit ihr entsprechendes An- 
tigen binden. 

Die Antikdrper gegen das Tragerprotein beeintrach- 
tigen den Test nicht, da die Tr£gerproteine sich in ihrer 
65 Struktur von den Proteinstrukturen des verwendeten 
Enzyms stark unterscheideru 

Problematisch sind die Antikorper, die gegen die Ver- 
bindung zwischen Hapten und Protein gerichtet sind. 



r. <DE 4013004A1_I_> 




DE 40 1 

3 

So wird durch die fixierten Antikorper nicht nur f reies 
oder enzymgebundenes Hapten efkannt, sondern auch 
die Bindungsstelie zwischen Hapten und Enzym,da nor- 
malerweise nur eine gQnstige Kopplungsstelle im Hap- 
ten zur Verfugung stent, und somit die Verbindungsstel 1 
len zwischen Hapten und Trfigerprotein und Hapten 
und Enzym identisch sind. Das enzymgekoppelte Hap- 
ten besitzt so eine hohere Affinitat zum Antikdrperpool 
als freies Hapten in der Probe (BrOckenef fekt). 

Daraus ergibt sich, da6 die zu bestimmende Verbin- 
dung (in Standard oder Probe) in hoherer Konzentra- 
tion vorhanden sein mufl, urn das Hapten-Enzym-Kon- 
jugat vom Antik6rper zu verdrangea 

Dies verringert die Empfindlichkeit des Tests. 

Der Erfmdung liegt somit die Aufgabe zugrurtde, die 
durch den BrOckeneffekt bedingte Unempfindlichkeit 
der enzymimmunologischen Bestimmungcn von Hapte- 
nen mitt els der ELISA — Technik zu minimieren und das 
Verfahren zugleich kostengunstiger und schneller zu 
gestaltea 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, 
daB man statt eines Hapten-Enzym- IConjugats ein Anti- 
korper-Enzym-Konjugat als Reaktionspartner verwen- 
det 

Es wurde gefunden, daB die Teile des Antikorpers, die 
das Hapten erkennen (Fab-Teile), zueinander eine Affi- 
nitat besitzen, die in der GrdBenordnung der Affinitat 
von Antikdrpern zu Haptenen liegt 

Die entsprechenden Affinitalskonstanten wurden 
durch Bitdung von Antikorper-Antikdrper-Komplexen 
bei steigenden Mengen an enzymgekoppeltem Antikor- 
per und konstanten Konzentrationen an fixiertem Anti- 
korper ermittelt. 

Zum Vergleich wurden die Affinit&tskonstanten der 
Antikdrper zu den Haptenen selbst dadurch ermittelt 
daB die Bildung von Hapten-Antikorper-Komplexen 
bei steigenden Mengen an enzymmarkiertem Hapten 
und konstanter Konzentration an fixiertem Antikdrper 
ermittelt wurde. 

Die jeweiligen Affinit^ts konstanten sind in folgender 
Tabelle fur einige Tests beispielhaft aufgezeigt 



Test Konstante f. Konstante f. Hapten 

Antikorper 



Triazin 0,91 /mo I 1,21/mol 

Chloramphenicol 2,11/mol 1,81/mol 

Ochratoxin A 0,61 /mol 03 1 /mol 

Dinitroaromaten 2,11/mol 1,91/mol 



Daher laBt sich die Empfindlichkeit des Verfahrens 
deutlich erhdhen (Wegfall des Bruckeneffekts), wenn 
man zum quantttattven Nachweis ein Antikorper-En- 
zym-Konjugat anstelle des bisher verwendeten Hapten- 
Enzym- Konjugats einsetzt 

Bei der TestdurchfGhrung werden die Mikrotiterplat- 
ten nach an sich bekannten Methoden mit Antikdrpern 
gegen die zu bestimmende Substanz beschichtet und 
anschlieBend abgeblockt (Maskieren unspezifischer 
Bindungsstellen). In den Testansatz pipettiert man Stan- 
dards und Proben, die die zu bestimmende Verbindung 
enthalten. 

ErfindungsgemaB gibt man statt eines Hapten-En- 
zym-Konjugats ein Antikdrper-Enzym-Konjugat zu. 

In einer anschlieBenden Inkubationszeit konkurrieren 
enzymgekoppelte Antikorper und die zu bestimmende 
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Verbindung um die Bindungsstellen des an die Mikroti- 
terplatten fixierten Antikorpers, der sich im UnterschuB 
beflndet Nach Auswaschen nicht gebundener Reaktan- 
den kann durch Substratzugabe die Menge des gebun- 

5 denen Antikdrper- Enzym- IConjugats ermittelt werden. 
Das gekoppelte Enzym bildet aus dem Substrat einen 
Farbstoff, der photometrisch gemessen werden kann. 
Dabei ist die Farbintensit&t umgekehrt proportional zur 
Konzentration des Haptens in der Probe. 

io Das erfindungsgem&Be Verfahren wird durch die im 
Folgenden aufgefQhrten Beispiele naher erl&utert Diese 
dienen jedoch nicht dazu, den Umfang der Erfmdung zu 
beschranken. 

Als Plattenmaterial wurden handelsubliche Mikroti- 

t5 terplatten verwendet 

Als alkalische Phosphatase wurde ein im Handel iibli- 
ches Produkt eingesetzt 

S^mtliche verwendeten Reagenzien sollen dem Rein- 
heitsgrad p. a. entsprechea 

20 Das Wasser zur Herstellung der Puffer, sowie zum 
Waschen der Mikrotiterplatten sollte hochsten Rein- 
heitsgraden entsprechen. 

Die Antikdrper wurden nach an sich bekannten Ver- 
fahren zur Herstellung von Antikdrpern gegen Haptene 

25 gewonnen. So sind derartige Verfahren z. B. aus "Im- 
munoassays in Food Analysis 0 , Elsevier Verlag, 1985, 
159 — 167 bekannt Die Kopplungsreaktionen der ein- 
zelnen Antikdrper an das verwendete Enzym (alkalische 
Phosphatase) wurden nach allgemetn bekannten Me- 

30 thoden durchgefuhrt — als Kopplungsreagenz wurde 
Glutardialdehyd eingesetzt (Practice and Theory of En- 
zymeimmunoassays, Elsevier Verlag, Burdon, 1985, 
242 - 245). 

Zur Aufarbeitung der Proben, die mit dem ELISA 

35 untersucht werden sollen, eignet sich im Prinzip jede 
Methode, die gew&hrletstet, daB sich die zu bestimmen- 
de Substanz am Ende der Probenaufarbeitung in waBri- 
ger Phase befindet. Der Anteil an organtschen Ldsungs- 
mitteln soil 5% nicht Oberschreiten. 

40 Die im Folgenden aufgefQhrten Probenaufarbeitun- 
gen lassen sich fttr alle festen Materialien wie z. B. Ge- 
treide und -produkte (Brot, Futtermittel, Nudeln etc), 
Nusse, Ei und -produkte u. a. m. anwenden. 

Bei der Extrakuon von Ochratoxin A werden 2 g fein 

45 gemahlene Probe mit 5 ml Chloroform und 0,1 ml 
ln-HCI 15 Minuten gerQhrt AnschlieBend werden die 
Festbestandteile abzentrifugiert und die organische 
Phase mit einem Aliquot an 0,15 m Bicarbonatldsung 
pH 8^ extrahiert. Zur Phasentrennung wird emeut ab- 

so zentrif ugiert und die waBrige Phase im Test eingesetzt 
Zur Extraktion von Chloramphenicol, Aflatoxin Ml, 
Aflatoxin Bl, Ergot-alkaloiden und Patulin werden 2 g 
zerkleinerte Probe mit 5 ml 55%igem Methanol und 
2 ml Hexan (bei hohem Fettgehalt, z. B. Butter, Nusse, 

55 Trockeneigelb etc 4 ml Hexan) 15 Minuten gerOhrt. Bei 
der Extraktion von Zearalenon und Deoxynivalenol 
verlangert sich diese RQhrzeit auf 10 Stunden. 

AnschlieBend zentrifugiert man ab, die Wasser-Me- 
thanol-Phase kann direkt mindestens 1 : 10 verdunnt im 

60 Test eingesetzt werden. 

Die verwendeten Extrakte mQssen vdllig frei von 
Schwebeteilen sein. Ist dies bei manchen Proben allein 
durch Zentrif ugation nicht zu erreichen, wird eine Mem- 
branfiltration des Extrakts angeschlossen. 

65 Will man die Pestizide (Triazine, Dinitroaromaten, 
Phenylharnstoffe, chlorierte Aniline, chlorierte Phenole) 
in festem Probenmaterial (z. B. GemOse) nachweisen, 
kann die selbe Probenaufarbeitung wie bei den Mykoto- 
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xinen verwendet werden. Dabei ist jedoch der eigene 
Wassergehalt (z. B. Gurken 90%) zu berucksichtigen. Es 
mufi prozentual mehr Methanol eingesetzt werden. um 
eine Endkonzentration von 55% im Extrakt zu errei- 
chen. 

FQr Trinkwasser (PestizideX Milch (Aflatoxin MIX 
Bier (Pestizide, Mykotoxine) und andere flussige Proben 
(auBer Serum) ist keine Probenaufarbeitung notwendig. 

Die Proben kdnnen selbst unverdQnnt im Test einge* 
setzt werden. 

Bei der Probenextraktion werden eine Reihe anderer 
Inhaltsstoffe mitisoliert, so z. B. Saize, Farbstoffe, evtl. 
Proteine, Aminosauren, Zucker u. a. m. 

Da es sich bei Antikdrpem um EiweiOstoffe handelt, 
kann deren Ladung und Struktur vom umgebenden Me- 
dium beeinfluBt werden (pH-Wert, Ionenstirke, Pro- 
teinkonzentration, Losungsmittelreste etc.). 

Pipettiert man nun den Extrakt in den Test, so setzt 
man sowohl den fixierten Antikdrper als auch den en- 
zymgekoppelten Antikdrper diesen Einfliissen des Ex- 
trakts aus. Dadurch werden bei der Messung s pater 
andere Extinktionswert erzielt als bei Einsatz von destil- 
liertem Wasser. Diese Beobachtung wird als Matrixef- 
fekt bezeichnet Um durch diesen Matrixeffekt bedingte 
falsch positive Oder falsch negative Ergebnisse zu ver- 
meiden, werden bet dem erfindungsgemaBen Verfahren 
die Standards jeweiis in einem Null extrakt des selben 
Proben materials angesetzt z. B. werden bei der Unter- 
suchung von Weizenproben die Standards in einem to- 
xin- oder pestizidfreiem Weizenextrakt angesetzt 

Die Verdunnung dieses NuUextrakts ist dabei diesel- 
be wie die Verdunnung der Probenextrakte. 

Dadurch herrschen sowohl in den Kavitaten der Stan- 
dards als auch bei den Proben die gletchen Reaktionsbe- 
dingungen. Die Ergebnisse kdnnen unter Berticksichti- 
gung der Wiederfindungsrate direkt ohne Verwendung 
von Umrechnungsfaktoren ausgewertet werden. 

Beispiel 1 

Bestimmung von Ochratoxin A 

Fur die Kopplung von Antikdrpem gegen Ochratoxin 
A an alkalische Phosphatase werden 0,5 mg Antikorper 
in 1 ml phosphatgepufferter physiologischer Kochsalz- 
Idsung (PBS) mit 300 U alkaiischer Phosphatase und 
0.05 ml 25%igem Glutardialdehyd 2 Stunden bei Raum- 
temperatur inkubiert Nach abgeschlossener lnkuba- 
tionszeit gibt man 0,1 ml 1 m Lysin (in Wasser) dazu und 
reinigt dann das Kopplungsprodukt durch dreitagige 
Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C Die Standardkonzen- 
trauonen, die im Test eingesetzt werden, liegen zwi- 
schen 10 pg/0,1 ml und 10 ng/0,1 mL 

Bei der Testdurchfuhrung pipettiert man in die mit 
Antikorper beschichteten Kavitaten (die dabei zu ver- 
wendende Konzentration ist abhangig von Kopplungs- 
rate des Antikdrper-Enzym-Konjugats und vom Plat- 
te nmaterial selbst — die optimalen Konzentrationsver- 
haltnisse mussen jeweiis ausgetestet werden) zunachst 
0,1 ml Standard oder Probe. Darauf gibt man 0,1 ml An- 
tikdrper-Enzymkonjugat in der optimierten Verdun- 
nung. 

In einer anschlieQenden einstQndigen Inkubationszeit 
werden die Bindungsstellen der Antikdrper besetzt 

Die Platte wird dann 3 x mit dest Wasser gewaschen. 
Danach gibt man in jede Kavitat 0,2 ml der Substratld- 
sung. Sie besteht aus 1 mg p-Nitrophenylphosphat/ml 
10%igem Diethanolaminpuffer pH 9,6. 



Nach einer einstQndigen Inkubationszeit bei 37 Grad 
C im Dunkeln kann die Platte bei 410 nm gemessen 
werden. Aufgrund des Matrixeinflusses kann sich diese 
Inkubationszeit verschieben. Gemessen wird, wenn die 
5 Extinktion des niedrigsten Standards zwischen 0,5 und 
0J9 liegt Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 1. 

Beispiel 2 

! o Bestimmung von Aflatoxin M 1 

Fur die Kopplung von Antikdrpem gegen Aflatoxin 
Ml an alkalische Phosphatase werden 0,5 mg Antikdr- 
per in 1 ml PBS mit 350 U alkaiischer Phosphatase und 
is 0,01 ml 25%igem Glutardialdehyd 2 Stunden bei Raum- 
temperatur inkubiert 

Nach dieser Zeit gibt man zum Abstoppen der Reak- 
tion 0,1 ml 1 m L- Lysin zu. AnschlieBend wird das Kopp- 
lungsprodukt drei Tage bei 4 Grad C durch Dialyse 
20 gegen PBS gereinigt. 

Die im Test verwendeten Standardkonzentrationen 
liegen zwischen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 ml. 

Bei der Testdurchfuhrung pipettiert man nacheinan- 
der 0,1 ml Standard oder Probe und 0,1 ml Antikdrper- 
25 Enzym-Konjugat pro ICavitat Die Konzentrationsver- 
haltnisse zwischen fixiertem Antikdrper und Antikdr- 
per- Enzym-Konjugat mussen optimiert werden (neue 
Syn these, anderes Plattenmaterial). 

Nach einer Inkubationeszeit von 1 Stunde bei 4 Grad 
30 C wascht man die Platte dreimal mit dest. Wasser und 
gibt dann die Substratldsung zu (s, Beispiel 1). Anschlie- 
Bend wird 2 Stunden bei 37 Grad C im Dunkeln inku- 
biert und dann bei 410 nm gemessen. 

Auch hier sollte die Extinktion des niedrigsten Stan- 
35 dards zwischen 03 und 0,9 liegen. 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig, 2. 

Beispiel 3 

40 Bestimmung von Aflatoxin Bl 

Um die Antikorper gegen Aflatoxin Bl an alkalische 
Phosphatase zu koppeln, inkubiert man 0,5 mg Antikdr- 
per in 1 ml PBS mit 300 U alkaiischer Phosphatase und 

45 0,1 ml 25%igem Glutardialdehyd fur eine Stunde bei 
Raumtemperatur. AnschlieBend wird die Reaktion 
durch Zugabe von 0,1 ml 1 m L- Lysin -Ldsung abge- 
stoppt und das Kopplungsprodukt durch eine dreitagige 
Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C gereinigt 

so Als Standards wurden im Test Konzentrationen zwi- 
schen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 ml eingesetzt 

Bei der Testdurchfuhrung werden nacheinander zu- 
nachst 0,1 ml Standard oder Probe, dann 0,1 ml Antikdr- 
per-Enzym-Konjugat pipettiert Die optimalen Konzen- 

55 trationen sind auch hier von der jeweiligen Synthese 
und vom verwendeten Plattenmaterial abhangig. 

Der Testansatz inkubiert 1 Stunde bei 4 Grad C An- 
schlieBend wird gewaschen (dreimal mit dest Wasser) 
und die Substratldsung zugegeben (s. Beispiel 1). Nach 

60 einer weiteren Stunde Inkubationszeit bei 37 Grad C im 
Dunkeln wird die Platte bei 410 nm gemessen. Der Ma- 
thxeinfluB kann auch hier eine Verlangsamung oder Be- 
schleunigung der Extinktionswerte bewirken. 

Die Werte des niedrigsten Standards soil ten bei der 

65 Messung zwischen 0JS und 0,9 liegen. 
Verlauf der Standardkurve^. Fig. 3. 
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Beispiel 4 

Bestimmung von Chloramphenicol 

Zur Kopplung der Antikorper gegen Chlorampheni- 
col an alkalische Phosphatase werden 0,5 mg Antikor- 
per in t ml PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase und 
0,1 ml 25%igem Glutardiatdehyd fur 90 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert Zum Abstoppen der Kopp- 
lungsreaktion gibt man anschlieBend 0,1 ml 1 m L-Ly- 
sin-ldsung dazu. 

Das Syntheseprodukt wird im Folgenden durch eine 
dreitagige Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C gereinigt 
Bei der TestdurchfOhrung werden Standardkonzentra- 
tionen zwischen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 ml einge- 
setzt Zunachst gibt man nacheinander 0,1 ml Standard 
oder Probe und 0,1 ml Antikdrper-Enzym-Konjugat in 
jede Kavitft Die optimale Verdunnung des Konjugats 
muB fur jedes Plattenmaterial abgestimmt werden (un- 
terschiedliche BindungskapaziUten fur den fixierten 
Antikdrper etc). Nach einer einstOndigen Inkubation im 
KOhlschrank (4 Grad C) wird die Mikrotiterplatte drei- 
mal mit dest Wasser gewaschen. 

AnschlieBend wird die Substratlosung zugegeben (s. 
Beispiel 1). 

Nach einer weiteren Inkubationszeit von in der Regel 
einer Stunde bei 37 Grad C kann bei 410 nm gemessen 
werden. Die Extinktion des niedrigsten Standards soil 
dabei zwischen 0,5 und 03 iiegen (Matrixeffekt). 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 4. 

Beispiel 5 
Bestimmung von Zearalenon 

Um die Antikorper gegen Zearalenon an alkalische 
Phosphatase zu koppeln werden 0,5 mg Antikdrper mit 
300 U alkalischer Phosphatase und 0,05 ml 25% i gem 
Glutardialdehyd in 1 ml PBS eine Stunde bei Raumtem- 
peratur inkubiert Nach dieser Zeit wird die Reaktion 
durch Zugabe von 0,1 ml lm L-Lysin abgestoppt Die 
Reinigung des Kopplungsprodukts erfolgt durch dreita- 
gige Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C Als Standards 
werden Konzentrationen des Haptens von 0,1 pg/0,1 ml 
bis 100 pg/0,1 ml eingesetzt 

Bei der TestdurchfOhrung werden zunachst 0,1 ml 
Standard oder Probe (Doppelbestimmung) und dann 
0,1 ml des Antikdrper-Enzym-Konjugats pro Kavitft pi- 
pettiert 

Die Konzentration des Konjugats ist im Hinblick auf 
die Kopplungsrate (Verhaltnis Antikdrper zu Enzym) 
und die Bindungskapazitlt der Platte zu optimiererL An- 
schlieBend wird eine Stunde bei 4 Grad C inkubiert 
Danach w&scht man die Mikrotiterplatte dreimal mit 
dest Wasser. Nach Substratzugabe (s. Beispiel 1) und 
einer Stunde Inkubation bei 37 Grad C im Dunkeln kann 
die Platte zur Auswertung bei 410 nm gemessen wer- 
den. Aufgrund des Matrixeffekts kann sich die Dauer 
der Inkubationszeit nach oben oder unten verschieben. 

Die Extinktionen des niedrigsten Standards soil ten 
bei der Messung zwischen 0,5 und 03 Iiegen. 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 5. 

Beispiel 6 
Bestimmung von Triazinen 
Zur Kopplung der Antikdrper gegen Triazine an al- 
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kalische Phosphatase werden 0,5 mg Antikorper in 1 ml 
PBS mit 350 U alkalischer Phosphatase und 0,05 ml 
25%igem Glutardialdehyd eine Stunde bei Raumtempe- 
ratur inkubiert Danach stoppt man die Kopplungsreak- 
5 tion durch Zugabe von 0,1 ml 1 m L-Lysin ab. 

Die Reinigung des Konjugats erfolgt durch dreitagige 
Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C 

Die Antikdrper sind gegen die Gruppe der Triazine 
gerichtet Als haufigsten und wichtigsten Vertreter die- 
io ser Gruppe wird in den Standardldsungen Atrazin ein- 
gesetzt Die Konzentrationen Iiegen dabei zwischen 
0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 mL 

Bei der TestdurchfOhrung werden zunSchst 0,1 ml 
Standard oder Probe (Doppelbestimmung) und dann 
is 0,1 ml Antikdrper-Enzym-Konjugat pro KaviUt pi pet - 
tiert Die Verdunnung des Konjugats muB in Hinblick 
auf Kopplungsrate und Bindungskapazitat der Platte 
optimiert werden. 

Die Inkubationszeit betragt eine Stunde bei 4 Grad C 
20 AnschlieBend wird die Mikrotiterplatte dreimal mit 
dest Wasser gewaschen 

Dann wird die Substratlosung zugegeben (s. Beispiel 
1). Nach einer weiteren Inkubationszeit von einer Stun- 
de bei 37 Grad C im Dunkeln wird die Platte bei 410 nm 
25 gemessen. 

Das Ergebnis wird bei der Auswertung in Atrazin - 
Einheiten angegeben. 
Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 6. 

30 Beispiel 7 

Bestimmung von Deoxynivalenol 

Um Antikdrper gegen Deoxynivalenol an alkalische 
35 Phosphatase zu koppeln, inkubiert man 03 mg Antikor- 
per in 1 ml PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase und 
0,05 ml 25°/oigem Glutardialdehyd fur 90 Minuten bei 
Raumtemperatur. 

Die Reaktion wird dann durch Zugabe von 0,1 ml 1 m 
40 L-Lysin beendet Die Reinigung des Produkts erfolgt 
durch dreitagige Dialyse gegen PBS bei 4 Grad C 

Bei der TestdurchfOhrung werden Standardkonzen- 
trationen im Bereich von 0,1 pg/0,1 ml bis 100 pg/0,1 ml 
eingesetzt Zunachst werden 0,1 ml Standard oder Pro- 
45 be, dann 0,1 ml Antikdrper-Enzym-Konjugat pro Kavi- 
tflt pipettiert Die optimale Konjugatkonzentration muB 
fOr jede neue Syn these, bzw. far ein bestimmtes Platten- 
material ermittelt werden. 

Der Testansatz inkubiert eine Stunde bei 4 Grad C 
50 Danach wird die Mikrotiterplatte dreimal mit dest Was- 
ser gewaschen. AnschlieBend wird die Substratldsung 
zugegeben (s. Beispiel \\ 

Die Platte inkubiert nun 90 Minuten bei 37 Grad C im 
Dunkeln. Nach dieser Zeit wird der Test bei 410 nm 
55 gemessen. 

Durch Matrixeffekte kann es zu einer Verkurzung 
oder Verlangerung dieser Inkubationszeit kommen — 
bei der Messung soil die Extinktion des niedrigsten 
Standards zwischen 0,5 und 0,9 Iiegen. 
60 Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 7. 

Beispiel 8 

Bestimmung von Ergot-alkaloiden 

65 

Zur Kopplung der Antikdrper gegen Ergot-alkaloide 
werden 0,5 mg Antikdrper mit 300 U alkalischer 
Phosphatase und 0,05 ml 25%igem Glutardialdehyd in 
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1 ml PBS fur zwei Stunden bei Raumtempcratur inku- 
biert AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe 
von 0,1 ml 1 m L-Lysin-Losung gestoppt Die Reinigung 
des Konjugats erfolgt durch dreitagige Dialyse gegen 
PBS bei 4 GradC 

Die im Test eingesetzten Standardkonzentrationen 
liegen zwischen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 mL 

Welcher Vertreter aus der Gruppe der Ergot-alkaloi- 
de als Standard gewahlt wird, hat untergeordnete Be- 
deutung, da die Erkennungsrate des Antikdrpers in je- 
dem Fall Ober 90% Hegt 

Bei der Testdurchfuhrung werden nacheinander 
0,1 ml Standard oder Probe und 0,1 ml Antikdrper-En- 
zym-Konjugat pro Kavitat pipettiert Die am besten 
geeignete VerdQnnung des Konjugats muB ermittelt 
werden (abhangig von Kopplungsrate bei der Sythese 
und Plattenmaterial). 

Die anschlieftende Inkubationszeit betragt eine Stun- 
de bei 4 GradC 

Danach wascht man die Platte dreimal mit dest Was- 
ser und gibt anschlieBend die Substratldsung zu (s. Bei- 
spiel IX Nach einer weiteren Inkubationszeit von 90 
Minuten bei 37 Grad C im Dunkeln wird die Platte bei 
410 nm gemessen. Durch Matrixeffekte kann sich diese 
Inkubationszeit nach oben oder unten verschieben. Bei 
der Messung soli jedoch die Extinktion des niedrigsten 
Standards zwischen 03 und 0,9 liegen. 
Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 8. 

Beispiel 9 

Bestimmung von Nitrosaminen 

Urn die Antikdrper gegen Nitrosamine an alkalische 
Phosphatase zu koppeln, werden 0,5 mg Antikdrper in 
1 ml PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase und 0,1 ml 
25%igern Glutardialdehyd far eine Stunde bei Raum- 
temperatur inkubiert Danach stoppt man die Reaktion 
durch Zugabe von 0,1 ml 1 m L-Lysin ab und reinigt das 
Syntheseprodukt durch eine dreitagige Dialyse gegen 
PBS bei 4 GradC 

Als Standard wurde im Test Nitrosodiethanolamin 
eingesetzt Die Erkennungsraten der verschtedenen Ni- 
trosamine liegen zwischen 70 und 100%. 

Als Standards wurden Konzentrationen zwischen 
0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 ml eingesetzt 

Bei der Testdurchfuhrung werden 0,1 ml Standard 
oder Probe (Doppelbestimmung) und 0,1 ml Antikdr- 
per-Enzym-Konjugat (in 0,5% Ovalbumin Grade V) pro 
Kavitat pipettiert Die optimalen Konzentrationen 
(Verhaltnis fixierter Antikdrper-enzymgebundener An- 
tikdrper) muB vorher ermittelt werden. Die anschlie- 
Bende Inkubationszeit betragt 45 Minuten bei 4 Grad C 
Dann wird die Platte dreimal mit dest Wasser gewa- 
schen. 

Nach Zugabe der Substratldsung (s. Beispiel 1) inku- 
biert man 1 20 Minuten bei 37 Grad C im Dunkeln. 

Danach wird die Platte bei 410 nm gemessen. 

Durch Matrixeffekte kann sich diese Inkubationszeit 
andern. Die Platte muB in jedem Fall gemessen werden, 
wenn die Extinktion des niedrigsten Standards zwischen 
0,5 und 0,9 liegt 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 9. 

Beispiel 10 
Bestimmung von Dinitroaromaten 
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FQr die Kopplung von Anukdrpern gegen Dinitroa- 
romaten an alkalische Phosphatase werden 0,5 mg Anti- 
kdrper in 1 ml PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase 
und 0,1 ml 25%igem Glutardialdehyd fQr eine Stunde 
5 bei Raumtemperatur inkubiert Die Reaktion wird dann 
durch Zugabe von 0,1 ml 1 m L-Lysin abgestoppt Die 
Reinigung des Konjugats erfolgt durch dreitagige Dia- 
lyse gegen PBS bei 4 Grad C Als Standard wurde im 
Test Dinitrophenol eingesetzt Die Erkennungsraten 
io des Antikdrpers liegen bei den etnzelnen Dinitroaroma- 
ten zwischen 70 und 100%. 

Die eingesetzten Standardkonzentrationen liegen 
zwischen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 mL 
Zunachst werden beim Testablauf 0,1 ml Standard 
15 oder Probe und 0,1 ml Antikdrper-Enzym-Konjugat pro 
Kavitat pipettiert Die optimalen Konzentrationen von 
fixiertem Antikdrper und enzymgekoppeltem Antikdr- 
per mussen wiederum ermittelt werden. 

Die anschlieBende Inkubationszeit betragt eine Stun- 
20 de bei 4 Grad C Dann wird die Platte dreimal mit dest 
Wasser gewaschen und die Substratldsung zugegeben 
(s. Beispiel 1). Nach einer einstundigen Inkubationszeit 
bei 37 Grad C im Dunkeln kann die Platte bei 410 nm 
gemessen werden. Die ermittelten Ergebnisse verstehen 
25 sich als Dinitroaromat- Aquivalente. 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 1 0. 

Beispiel 1 1 

30 Bestimmung von Patulin 

Zur Kopplung von Antikdrpern gegen Patulin an al- 
kalische Phosphatase werden 0,5 mg Antikdrper in 1 ml 
PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase und 0,05 ml 
35 25%igem Glutardialdehyd eine Stunde bei Raumtempe- 
ratur inkubiert Danach stoppt man die Reaktion durch 
Zugabe von 0,1 ml 1 m L-Lysin-Ldsung ab. Die Reini- 
gung des Konjugats erfolgt durch dreitagige Dialyse 
gegen PBS bei 4 Grad C 
40 Die im Test eingesetzten Standardkonzentrationen 
liegen zwischen 0,1 pg/0,1 ml und 100 pg/0,1 mL 

Bei der TestdurchfQhning werden zunachst 0,1 ml 
Standard oder Probe, dann 0,1 ml Antikdrper-Enzym- 
Konjugat pipettiert Die optimalen Konzentrationsver- 
45 haltnisse werden wie bei den anderen Tests zunachst 
ermittelt Die Inkubationszeit des Testansatzes betragt 
eine Stunde bei 4 Grad C Danach wird die Platte drei- 
mal mit dest Wasser gewaschen und die Substratldsung 
zugegeben (s. Beispiel 1). 
so Nach einer weiteren Inkubationszeit von einer Stun- 
de bei 37 Grad C wird die Platte bei 410 nm gemessen, 
Aufgrund des Matrixeffekts kann sich die Inkubations- 
zeit verkQrzen oder verlangern. 

Die Platte ist auf jeden Fall dann zu messen, wenn die 
55 Extinktion des niedrigsten Standards zwischen 0,5 und 
03 Hegt 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 1 1. 

Beispiel 12 

60 

Bestimmung von P-Lactamen (Penicillinen) 

Urn die Antikdrper gegen p-Lactame an alkalische 
Phosphatase zu koppeln, inkubiert man 0,5 mg Antikdr- 
65 per in 1 ml PBS mit 300 U alkalischer Phosphatase und 
0,05 ml 25%igem Glutardialdehyd fQr eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Die Reaktion wird anschlieBend 
durch Zugabe von 0,1 ml 1 m L-Lysin abgestoppt 



BMSDOCJD: <DE 4013004A1 I > 



11 



DE 40 13 004 Al 



12 



Die Reinigung des Syntheseprodukts erfolgt durch 
dreitagige Diatyse gegen PBS bei 4 Grad C 

Bei der TestdurchfQhrung werden Standardkonzen- 
trationen von 1 pg/0,1 ml bis 1 ng/0,1 ml eingesetzt 

Die Erkennungsraten des Antikdrpers bei den einzel- 
nen Penicillinen liegt zwischen 90 und 100%. 

Bei der DurchfQhrung des Tests pipettiert man zu- 
nachst 0,1 ml Standard oder Probe, dann 0,1 ml Antikdr- 
per- Enzym-Konjugat pro Kavitat 

Die optimalen Verhaltnisse der Reaktanden werden 
vorher ermittelL 

Der Testansatz inkubiert anschlie&end eine Stunde 
bei 4 Grad C Danach wascht man die Platte dreimal mit 
dest Wasser und gibt die Substratldsung zu (s. Beispiel 
1). Nach einer zweiten Inkubationszett von 45 Minuten 
bei 37 Grad C im Dunkeln kann der Test bei 410 nm 
gemessen werden. 

Aufgrund eventueller Matrixeffekte kann diese Inku- 
bationszett differiereiL Bei der Messung sollen die Ex- 
tinktionswerte des niedrigsten Standards jeoch zwi- 
schen 0,5 und 0,9 liegen. 

Verlauf der Standardkurve: s. Fig. 1 2. 
Die ELISA-Technik ist in der Lebensmittelanalytik 
noch ein neues Feld So gibt es bereits eine Reihe von 
Tests, die im LabormaBstab durchgefuhrt werden, aber 
nur wenige Firmen, die derartige Test-kits kommerziell 
vertreiben. Einige dieser Tests sind nur als serniquantita- 
tiv anzusehen. 

Um die verbesserte Nachweisgrenze des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens beispielhaft aufzuzeigen, sei dem 
erfindungsgemaBen Test ein Kit der Firma Pfeiffer zum 
quantitativen Nachweis von Triazinen gegenuberge- 
stellt 

Bei der DurchfOhrung dieses Tests pipettiert man zu- 
erst 0,1 ml Standard oder Probe. Anschlieflend gibt man 
0,05 ml Enzymtracer (Hapten-Enzym-Konjugat) zu. Die 
Mikrotiterplatte wird durchmischt und dann 13 Stun- 
den bei Raumtemperatur inkubiert 

Die glatte wird dann dreimal mit einer Waschldsung 
gewaschen. AnschlieBend gibt man eine Substratldsung 
zu. Nach 2—4 Stunden Inkubationszeit wird bei 405 nm 
gemessen. Die sichere Nachweisgrenze dieses Tests (to- 
ri earer Bereich) lag im Versuch bei 0,1 ppb, das em- 
spricht dem gesetzlichen Grenzwert 

Von der Firma Transia wird ein enzymimmunologi- 
scher Test zum Nachweis von Chloramphenicol vertrie- 
ben. Dieser Test wird jedoch nicht auf einer Mikrotiter- 
platte, sondern auf einer Karte durchgefQhrt und ist nur 
als semiquantttativ anzusehen. Die Nachweisgrenzen 
liegen je nach Probenart zwischen 5 und 20 ppb. Der im 
Bundesgesetzblatt (1988, S. 303) festgesetzte Grenzwert 
fur Chloramphenicol liegt bei 1 ppb! 

Der Vergleich der Standardkurven von Triazin mit 
dem erfindungsgemaBen Verfahren und dem Test der 
Firma Pfeiffer sei im Folgenden graphisch dargestellt: s. 
Fig. 13. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet einige we- 
sentliche wirtschaftliche Vorteile. 

Die Synthese der Antikdrper- Enzym- Konjugate kann 
in einem, einfachen Reaktionsschritt durchgefQhrt wer- 
den. Aufwendigere und oft auch kostspielige Derivati- 
sierungen, die zum Koppeln des Haptens an das Enzym 
notwendig sind, en tf alien. Antikdrper sind in der Regel 
in ausreichender, gleichbleibender Menge und Qualitat 
vorhanden. Aus einem Kaninchen kdnnen innerhalb 
sechs Monaten so viele Antik6rper isoliert werden, daB 
damit 500 000 Tests durchgefOhrt werden kdnnen. 

Diese Antikdrper sind, bei —20 Grad C gelagert, 



praktisch unbegrenzt haltbar. 

Derselbe Antikdrper, mit dem die Mikrotiterplatten 
beschichtet werden, wird zur Herstellung des Anukdr- 
per-Enzym-Konjugats eingesetzt Dadurch ist ein Reak- 
5 tand der KCopplungsreaktion ohne zusatzlichen Auf- 
wand und ICosten immer verfQgbar. Die alkalische 
Phosphatase ist jederzeit in grdBeren Mengen erhalt- 
lich. 

Das Antikdrper-Enzymkonjugat ist somit mit gerin- 
to gem Auf wand auch in groBen Mengen herstellbar. 

Diese effiziente Herstellung ermdglicht es, dem Ab- 
nehmer eine kostengtinstige analytische Methode zur 
Verfflgung zu stellen. 
Die verbesserten Nachweisgrenzen des erfindungs- 
is gem&Ben Verfahrens erlauben den Einsatz in Lebens- 
mittelkontrolle und Qualitatskontrolle der Lebensmit- 
telhersteller (die Nachweisgrenzen liegen erheblich un- 
ter den festgesetzten Grenzwerten). 

Dadurch werden die Kosten fflr lebensmittelchemi- 
20 sche Untersuchungen deutlich gesenkt 

Die einfache Probenaufarbeitung, die zum Teil sogar 
entfallt, gibt auch kleinen Labors, die bisher aufgrund 
des erheblichen analytischen Aufwands (auch in der 
Probenaufarbeitung) nicht in der Lage waren, Kontrol- 
25 len durchzufDhren, die Mdglichkeit, die notwendigen 
Pro ben zu uberprfifen. 

Fur den Verbraucher bedeutet dies nicht nur eine 
verbesserte Lebensmittelqualitat (mehr Kontrollen bie- 
ten mehr Sicherheit vor belasteten Lebnsmitteln), son- 
50 dern langfristig auch eine geringere Preissteigerung, da 
die Hersteller durch weniger Analysenkosten ihre Pro- 
dukte evtL pretsgQnstiger anbieten kdnnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglich es, Test- 
packungen mit langfristig reproduzierbarer Qualitat 
35 und ausreichender Haltbarkeit herzustellen, so daB auch 
der Vertrieb in andere Lander ohne weiteres zu ge- 
wahrleisten ist 
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PatentansprGche 

1. Verfahren zur quantitativen enzymimmunologi- 
schen Bestimmung von niedermolekularen organi- 
schen Substanzen mittels der ELISA-Methode, da- 
durch gekennzeichnett daB als Reaktionspartner 
ein enzymgekoppelter Antikdrper verwendet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Markierungsenzym alkalische 
Phosphatase verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Kopplungsreagenz zwischen 
Antikdrper und Enzym Glutardialdehyd verwendet 
wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Ochratoxin A ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Aflatoxin Ml ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Aflatoxin Bl ist 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Chloramphenicol ist 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Zearalenon ist 

9. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
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gekennzeichnet daB der enzymgekoppelte And- 
kdrper ein Antikdrper gegen Triazine ist 

10. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen DeoxynivaJeno) ist 5 

11. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Dtnitroaromaten ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 10 
kdrper ein Antikdrper gegen Ergot-alkaloide ist 

13. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Nitrosamine ist 

14. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 15 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Penicilline ist 

15. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Patulin ist 20 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen Phenylharnstoffe ist 

17. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch 
gekennzeichnet daB der enzymgekoppelte Anti- 25 
kdrper ein Antikdrper gegen chlorierte Aniline ist 

18. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3. dadurch 
gekennzeichnet daB der enzymgekoppelte Anti- 
kdrper ein Antikdrper gegen chlorierte Phenole ist 

19. Verfahren nach Anspruch 1 — 18, dadurch ge- 50 
kennzetchnet, daB zum Ausgleich der Matrixeffek- 

te bei der TestdurchfQhmng die Standards in einem 
der Probe entsprechenden Null-Extrakt (toxinfret, 
pestizidf rei, Arzneimittelfret) angesetzt werden. 

35 
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